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摘要：目的　 探讨 １ 例血小板无力症患儿的发病原因，阐明其致病机制。 方法　 收集 １ 例血小板无力症患儿外周血，通过基因

测序技术明确致病基因位点；采用 ＰＣＲ 定点突变方法制备突变质粒，转染中国仓鼠卵巢上皮细胞（ＣＨＯ⁃Ｋ１），构建体外真核表

达系统。 用免疫印迹法检测突变型 ＣＨＯ⁃Ｋ１ 细胞中血小板 αⅡｂ 和 β３ 蛋白的合成；流式细胞术检测突变型 ＣＨＯ⁃Ｋ１ 细胞膜和

胞质 αⅡｂ 和 β３ 表达水平；免疫荧光显微镜观察突变型 ＣＨＯ⁃Ｋ１ 中 αⅡｂ 和 β３ 的表达及分布。 结果　 该患儿为Ⅱ型血小板

无力症。 基因测序发现 ＩＴＧＢ３ 基因存在 ２ 个突变，且尚未被报道。 ＩＴＧＢ３ ｃ．１４９５ Ｔ＞Ｃ 错义突变导致 β３ 蛋白亚基第 ４９９ 号半

胱氨酸被精氨酸代替（ｐ．Ｃ４９９Ｒ）；ＩＴＧＢ３ ｃ．１７２８ ｄｅｌＣ 移码突变导致 β３ 蛋白亚基第 ５７７ 号丝氨酸开始的氨基酸合成发生改变，
并在改变之后的第 ９２ 个氨基酸终止。 免疫印迹法结果为突变型 ＣＨＯ⁃Ｋ１ 细胞裂解液中均检测到 αⅡｂ 和 β３ 一级结构的合成

表达。 流式细胞术检测结果为突变型 ＣＨＯ⁃Ｋ１ 细胞表面及胞内 β３ 表达量缺如；荧光显微镜检测结果为突变型 ＣＨＯ⁃Ｋ１ 细胞

未见 β３ 蛋白亚基的分布。 结论　 ＩＴＧＢ３ ｃ．１４９５ Ｔ＞Ｃ 和 ｃ．１７２８ｄｅｌＣ 突变是该患儿的发病原因，这 ２ 个突变并未影响血小板膜

β３ 蛋白亚基一级结构合成，但影响其高级结构的表达和形成。
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　 　 血小板无力症 （ Ｇｌａｎｚｍａｎｎ′ ｓ ｔｈｒｏｍｂａｓｔｈｅｎｉａ，
ＧＴ）是一种常染色体隐性遗传病，因血小板 ＩＴＧＡ２Ｂ
或 ＩＴＧＢ３ 基因缺陷引起血小板膜上整合素 αⅡｂβ３
的质和（或）量异常，导致血小板聚集功能缺陷和血

凝块收缩减弱，患者主要临床表现为出血［１⁃３］。 依

据 αⅡｂβ３ 含量可以将 ＧＴ 划分为 ３ 型：Ⅰ型为复合

物 αⅡｂβ３ 含量不足正常血小板复合物 αⅡｂβ３ 表

达量的 ５％；Ⅱ型为其 ５％ ～ ２０％；Ⅲ型为其 ５０％以

上，也称变异性，通常以Ⅰ型较多，Ⅱ型次之，Ⅲ型少

见。 目前已发现 ＧＴ 患者 ＩＴＧＡ２Ｂ 和 ＩＴＧＢ３ 基因存

在多种类型突变［４⁃１１］。 然而，不同患者的发病机制

并不一样［４，１２⁃１６］。 本研究旨在探讨 １ 例 ＧＴ 患儿的

发病原因及分子发病机制，进一步了解基因突变与

血小板上各种生物分子结构与功能的关系，为 ＧＴ
的治疗提供更多理论依据。

·０８６· 临床检验杂志 ２０１９ 年 ９ 月第 ３７ 卷第 ９ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｌｉｎ Ｌａｂ Ｓｃｉ，Ｓｅｐ． ２０１９，Ｖｏｌ．３７，Ｎｏ．９



１　 对象与方法

１．１ 　 研究对象 　 患儿，４ 岁，因下肢皮肤瘀斑于

２０１７ 年 ８ 月 ３１ 日就诊于我院儿科门诊。 本研究经

过北京大学第一医院伦理委员会批准，伦理号为

（２０１９）科研第（４７）号。
１．２　 主要仪器与试剂 　 ＦＡＣＳ Ｃａｌｉｂｕｒ 流式细胞仪

（ＢＤ 公司）； ＬＢＹ⁃ＮＪ４ 血小板聚集仪（北京普利生

公司）；ＤＮＡ 自动提取仪 （厦门至善生物公司）；
ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 电泳仪和电转仪（Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）；细胞

培养箱和离心机（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ 公司）；ＡＣＬ⁃ＴＯＰ７００
全自动血凝分析仪（沃芬公司）；２７２０ Ｔｈｅｒｍａｌ Ｃｙｃｌｅｒ
ＰＣＲ 反应仪（ＡＢＩ 公司）等。

ＣＨＯ⁃Ｋ１ 细胞系为中国仓鼠卵巢细胞 ｋ１ 亚克

隆，由北京大学第一医院皮肤科杨勇教授惠赠；
ＩＴＧＡ２Ｂ质粒（Ｓｉｎｏ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ 公司）；ＩＴＧＢ３ 质粒（上
海柯雷生物科技公司）；ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００ 转染试剂

盒（ Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司）；抗 ＣＤ６１ 抗体、抗 ＣＤ４１ 抗体、
抗 β⁃ａｃｔｉｎｇ 抗体、辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔

ＩｇＧ 二抗、ｐｒｉｓｍ ｕｌｔｒａ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌａｄｄｅｒ（１０ ～ １８０ ｋＤａ）均
购自 ａｂｃａｍ 公司；ＦＩＴＣ 标记的鼠抗人 ＣＤ４１ｂ 抗体、
Ｐｅｒｃｐ 标记的鼠抗人 ＣＤ６１ 抗体、Ｉｓｏｔｙｐｅ⁃ＰＥ、Ｉｓｏｔｙｐｅ⁃
Ｐｅｒｃｐ、Ｉｓｏｔｙｐｅ⁃ＦＩＴＣ 同型对照抗体均购自 ＢＤ 公司；ＰＥ
标记的鼠抗人 ＣＤ４１ 抗体（贝克曼库尔特公司）等。

突变引物由上海英潍捷基公司合成；野生型和

突变型质粒测序引物合成以及突变质粒测序验证均

由北京天一辉远公司完成。
１．３　 标本采集与凝血指标检测 　 采集患儿外周静

脉血，用于血小板聚集实验的血液以 ８００ ｒ ／ ｍｉｎ 离

心 １０ ｍｉｎ，用于凝血检测的血液以 ３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心

１５ ｍｉｎ，用于基因提取实验的血液充分混匀并于

－８０ ℃保存。 用 ＡＣＬ⁃ＴＯＰ７００ 仪以凝固法检测凝血

酶原时间（ＰＴ）、活化部分凝血活酶时间（ＡＰＴＴ）、凝
血酶时间（ＴＴ）、纤维蛋白原（Ｆｉｂ）；以免疫比浊法检

测 Ｄ 二聚体（ＤＤ）、纤维蛋白降解产物（ＦＤＰ）、血管

性血友病因子（ｖＷＦ）。
１．４　 血小板检查　 用 ＬＨ７５０ 血细胞分析仪检测血小

板数量。 用 ＡＤＰ（终浓度 ３ μｍｏＬ ／ Ｌ）、胶原（终浓度

３．３３ μｇ ／ ｍＬ）和瑞斯托霉素（终浓度 １．２５ ｍｇ ／ ｍＬ）作
为血小板聚集诱导剂，用 ＬＢＹ⁃ＮＪ４ 血小板聚集仪进行

血小板聚集功能试验，测定 ５ ｍｉｎ 最大血小板聚集率。
１．５　 流式细胞术检测血小板膜表面糖蛋白　 以同型

对照抗体设阴性对照，健康人作为正常对照，用抗

ＣＤ４１、ＣＤ６１、ＣＤ４２ｂ、ＣＤ４２ａ 抗体通过流式细胞术检测

血小板表面 ＣＤ４１、ＣＤ６１、ＣＤ４２ｂ 及 ＣＤ４２ａ 的表达。
１．６ 　 基因组 ＤＮＡ 提取与测序 　 用 Ｌａｂ⁃Ａｉｄ ８２４
ＤＮＡ 提取试剂盒提取 ＤＮＡ。 测序基因包括复合物

αⅡｂβ３ 的基因所有外显子及其侧翼序列在内的血

小板型出血性疾病相关的 ４４ 个基因及其侧翼序列。
通过下一代基因测序技术筛选致病基因并采用一代

测序技术进一步验证致病基因位点。 检索数据库

（ １０００ｇｅｎｅ 和 Ｅｘｏｍｅ Ｖａｒｉａｎｔ Ｓｅｒｖｅｒ ）、 ＨＧＭＤ 和

ＰｕｂＭｅｄ 数据库以及 ＧＴ 专业数据库并查阅相关文

献排除多态性。
１．７　 体外真核表达系统构建　 以 β３ 野生型质粒为

模板，选择 ＱｕｉｃｋＣｈａｎｇｅ ＸＬ 突变引物设计软件设计

突变位点诱导引物，引物序列如下，ＩＴＧＢ３⁃１４９５⁃Ｆ：
５⁃ＧＡＴＣＣＣＡＧＴＧＴＧＡＧＣＧＣＴＣＡＧＡＧＧＡＧＧＡＣ⁃３；
ＩＴＧＢ３⁃１４９５⁃Ｒ：５⁃ＧＴＣＣＴＣＣＴＣＴＧＡＧＣＧＣＴＣＡＣＡＣＴＧ
ＧＧＡＴＣ⁃３；ＩＴＧＢ３⁃１７２８⁃Ｆ：５⁃ＣＣＡＧＴＣＧＧＡＴＣＡＣＡＣＡ
ＧＧＣＡＧＴＣＣＣＣ⁃３；ＩＴＧＢ３⁃１７２８⁃Ｒ： ５⁃ＧＧＧＧＡＣＴＧＣＣＴ
ＧＴＧＴＧＡＴＣＣＧＡＣＴＧＧ⁃３。 ＰＣＲ 体系如下： ５ ×ｂｕｆｆｅｒ
１０ μＬ，２．５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｄＮＴＰ ４ μＬ，引物（共包含 Ｒ＋Ｆ）
２ μＬ，ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ Ｇ×Ｌ ＤＮＡ 聚合酶 １ μＬ，β３ 质粒模

板 １ μＬ，加双蒸水至 ５０ μＬ。 ＰＣＲ 条件为 ９８ ℃
１０ ｓ，５８ ℃ １５ ｓ，６８ ℃ ８ ｍｉｎ，共 ３０ 个循环。 用

Ｑｉａｇｅｎ层析柱法置换体系液，在置换体系液后产物

中加入 １０ Ｕ ＤＰＮＩ 内切酶以及反应液于 ３７ ℃消化

野生型质粒模板 １ ｈ。 用氯化钙将突变质粒转化至

大肠埃希菌 Ｔｏｐ １０ 感受态菌株中扩增培养并送测

序。 对于突变型质粒须经确认目标突变位点成功引

入正确的突变，且其他序列均正常。 将克隆菌株加

入至 １０ ｍＬ ＬＢ 含氨苄亲霉素的 ＬＢ 培养基摇床 ２２０
转，３７ ℃培养 １２ ｈ，用 ＴＩＡＮｐｕｒｅ Ｍｉｄｉ Ｐｌａｓｍｉｄ Ｋｉｄ 高

纯度质粒小提中量试剂盒（Ｔｉａｎｇｅｎ 公司）进行质粒提

取转染。 转染前一天传代并用无抗生素条件培养

ＣＨＯ⁃Ｋ１ 细胞，待到细胞密度大约 ８０％，按照 Ｌｉｐｏ⁃
ｆｅｃｔａｍｉｎｅ 转染试剂说明书将野生型 αⅡｂ 质粒分别和

野生型 β３、１４９５ 突变质粒、１７２８ 突变质粒共转染

ＣＨＯ⁃Ｋ１ 细胞系，转染后 ５ ｈ 更换为完全培养液，４８ ｈ
后，用含有 ３５０ μＬ 潮霉素和 ２ μＬ 嘌呤霉素的新鲜完

全培养基 １０ ｍＬ 进行培养和筛选单克隆细胞。 获得

稳定表达 ＷＴ、ＭＴ⁃１４９５、ＭＴ⁃１７２８ 的真核表达系统。
１．８　 免疫印迹实验　 提取细胞总蛋白，在还原条件

下进行蛋白质电泳实验。 转染野生质粒的 ＣＨＯ⁃Ｋ１
细胞 （ＷＴ） 总蛋白为阳性对照，以 ＭＴ⁃１４９５、ＭＴ⁃
１７２８ 突变体总蛋白为实验组，分别用抗 αⅡｂ 抗体

（抗 ＣＤ４１ 抗体）和抗 β３ 抗体（抗 ＣＤ６１ 抗体）进行
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免疫印迹分析。 配制 ８％ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 分离胶，电泳

条件为 ８０ Ｖ，３５ ｍｉｎ 后调整电压和时间为 １２０ Ｖ，
１ ｈ左右。 将目标蛋白在恒流电 ６０ Ｖ ２．５ ｈ 转移至

ＰＶＤＦ 膜，５％ ＢＳＡ 封闭 １ ｈ 后加入 １ ∶１ ０００ 稀释抗

ＣＤ６１ 兔单克隆抗体、１ ∶１００ 稀释抗 ＣＤ４１ 兔多克隆

抗体、１ ∶ ５ ０００ 稀释抗 β⁃ａｃｔｉｎｇ 兔单克隆一抗，于
４ ℃温育过夜。 用 ＴＢＳＴ 在室温下洗涤 ３ 次，每次

５ ｍｉｎ，１ ∶５０ ０００ 稀释辣根过氧化物酶标记的山羊抗

兔 ＩｇＧ 二抗室温下温育 １．５ ｈ，用 ＥＣＬ 化学发光检测

条带并记录。 研究目的蛋白亚基分子量差异大，实
验电泳和电转时间长，为更好比较和观察分析，实验

中每个样本上样 ２ 个泳道。
１．９　 流式细胞术实验　 收集并过滤洗涤 ３ 次 ＷＴ、
ＭＴ⁃１４９５、ＭＴ⁃１７２８ 细胞，用细胞计数板计数细胞，每
管分别加入约 １０５ 个细胞。 以 ＷＴ 为阳性对照，
ＭＴ⁃１４９５、ＭＴ⁃１７２８ 为实验组，用抗 ＣＤ４１ｂ、ＣＤ６１ 抗

体标记细胞进行流式细胞术分析。 测定管和对照管

分别加入相应 αⅡｂ 和 β３ 抗体 ２０ μＬ 和同型对照

抗体，３７ ℃ 温育 ３０ ｍｉｎ，加入 ２ ｍＬ ＰＢＳ，以 １ ５００
ｒ ／ ｍｉｎ离心 ５ ｍｉｎ 洗涤 １ 次，加入 ５００ μＬ １×ＰＢＳ。 用

流式细胞仪检测共转染后 ＣＨＯ⁃Ｋ１ 细胞膜糖蛋白

αⅡｂ和 β３ 蛋白的表达。 检测细胞内 ＣＤ４１ 和 ＣＤ６１
时用 ４％多聚甲醛固定细胞，用 ０．０２％ Ｔｗｅｅｎ ２０ 穿

孔，标记抗体并检测。
１．１０ 　 荧 光 显 微 镜 实 验 　 收 集 ＷＴ、 ＭＴ⁃１４９５、
ＭＴ⁃１７２８细胞洗涤 ３ 次。 然后再以转染野生型质粒的

ＣＨＯ⁃Ｋ１（ＷＴ）细胞为阳性对照，以 ＭＴ⁃１４９５、ＭＴ⁃１７２８
突变体为实验组，细胞固定破膜后用 ＣＤ４１ｂ 和 ＣＤ６１
荧光抗体标记。 ４％多聚甲醛固定 ３０ ｍｉｎ 后洗涤 ２
次；封闭液（５％ＢＳＡ） 室温封闭 ３０ ｍｉｎ；洗涤后用

０．０５％ Ｔｗｅｅｎ ２０ 破膜 １５ ｍｉｎ，洗涤后抗 ＣＤ６１ 抗体

（ＣＤ６１⁃ＰｅｒＣＰ）、抗 ＣＤ４１ｂ⁃ＦＩＴＣ 标记实验组，用 ＦＩＴＣ
标记的小鼠免疫球蛋白Ｇ（ｍｏｕｓｅ ＩｇＧ⁃ＦＩＴＣ）抗体标记

对照组；温育 ３０ ｍｉｎ 后洗涤。 用含有 ＤＡＰＩ 的封片剂

封片。 在免疫荧光显微镜下观察荧光染色结果。

２　 结果

２．１　 实验室检查结果　 该患儿 ＡＤＰ 诱导血小板聚

集率为 ６． ２７％，瑞斯托霉素诱导血小板聚集率为

５８％，胶原诱导血小板聚集率为 １８． ５２％。 ＣＤ４２ａ、
ＣＤ４２ｂ、ＣＤ４１、ＣＤ６１ 分别为 ９７％、９７． ３％、１１． ８０％、
７．００％，患儿血小板膜表面 ＣＤ４１、ＣＤ６１ 表达分别为

１１．８％、７．００％，而健康人分别均＞９９％。 此外，该患

儿 ｖＷＦ 检测结果为 １０８．１ Ｕ ／ ｍＬ，ＰＴ、ＡＰＴＴ、ＴＴ、Ｆｉｂ、

ＤＤ、ＦＤＰ、ＰＬＴ 检测结果分别为 １１．８ ｓ、３７ ｓ、１３．８ ｓ、
２．７３ ｇ ／ Ｌ、０．２７ ｍｇ ／ Ｌ、２．３ ｍｇ ／ Ｌ、２１８×１０９ ／ Ｌ。 根据以

上结果，该患儿临床诊断为Ⅱ型 ＧＴ。
２．２　 基因测序结果　 该患儿发生 ＩＴＧＢ３ 基因第 １０
外显子 ｃ． １４９５Ｔ ＞ Ｃ 错 义 突 变 和 第 １１ 外 显 子

ｃ．１７２８ｄｅｌＣ移码突变的复合杂合突变， 见图 １。
ＩＴＧＢ３ ｃ．１４９５ Ｔ＞Ｃ 错义突变导致 β３ 蛋白亚基第

４９９ 号半胱氨酸被精氨酸代替（ｐ．Ｃ４９９Ｒ）；而 ＩＴＧＢ３
ｃ．１７２８ ｄｅｌＣ 移码突变导致 β３ 蛋白亚基第 ５７７ 号丝

氨酸开始的氨基酸合成发生改变，并在改变之后的

第 ９２ 个氨基酸终止（ｐ．Ｓｅｒ５７７ＰｒｏｆｓＴｅｒ９２）。

注：红色箭头分别示 ＩＴＧＢ３ ｃ．１４９５Ｔ＞Ｃ 和 ＩＴＧＢ３ ｃ．１７２８ｄｅｌＣ。

图 １　 患儿 ＩＴＧＢ３ 基因 ｃ．１４９５Ｔ＞Ｃ 和 ｃ．１７２８ｄｅｌＣ 杂合突变

２．３　 免疫印迹结果 　 ＷＴ、ＭＴ⁃１４９５、ＭＴ⁃１７２８ 在相

对分子量（Ｍｒ）大约 １５０ ０００ 附近有 αⅡｂ 反应条

带，见图 ２；在 ８７ ０００ 附近有 β３ 反应条带，见图 ３。

　 　 注：Ｍｒ（×１０３） １５０ 为野生型（ＷＴ）和突变型 Ｃ４９９Ｒ（ＭＴ⁃１４９５）、
Ｓ５７７Ｐ（ＭＴ⁃１７２８）的 αⅡｂ 条带，Ｍｒ（×１０３）４２ 为内参 β⁃ａｃｔｉｎ 条带。

图 ２　 野生型和突变型 ＣＨＯ⁃Ｋ１ 细胞总蛋白中 αⅡｂ 条带

　 　 注：Ａ 中 Ｍｒ（ × １０３ ） ８７ 分别为野生型（ＷＴ）和突变型 Ｃ４９９Ｒ
（ＭＴ⁃１４９５）、Ｓ５７７Ｐ（ＭＴ⁃１７２８）β３ 条带，Ｂ 为内参 β⁃ａｃｔｉｎ 条带。

图 ３　 野生型和突变型 ＣＨＯ⁃Ｋ１ 细胞总蛋白中 β３ 条带
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２．４　 流式细胞术分析 　 见图 ４。 结果显示，ＷＴ 细

胞膜和胞内均有 ＣＤ４１ｂ 和 ＣＤ６１ 表达。 ＭＴ⁃１４９５、
ＭＴ⁃１７２８ 突变型细胞膜和胞内均存在 αⅡｂ 蛋白亚

基表达，但细胞膜和胞内均不存在 β３ 蛋白亚基高

级结构表达。

２．５　 荧光显微镜结果　 ＷＴ 细胞体存在 αⅡｂ 蛋白

亚基和 β３ 蛋白亚基表达。 ＭＴ⁃１４９５、ＭＴ⁃１７２８ 突变

体胞膜和胞内存在高级结构 ＣＤ４１ｂ 表达，而高级结

构 ＣＤ６１ 蛋白不表达，用荧光显微镜（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ
公司）在 ２００ 倍视野下取图，结果见图 ５。

　 　 注：Ａ、Ｂ、Ｃ 分别为野生型质粒共转染的 ＣＨＯ⁃Ｋ１、野生型质粒 αⅡｂ 和 １４９５ 突变质粒共转染的 ＣＨＯ⁃Ｋ１、野生型质粒 αⅡｂ 和 １７２８ 突变质

粒共转染的 ＣＨＯ⁃Ｋ１ 的细胞膜 αⅡｂ ／ β３ 表达，Ｄ、Ｅ、Ｆ 分别为其细胞内 β３ 表达。

图 ４　 ＷＴ⁃ＣＨＯ⁃Ｋ１、ＭＴ⁃１４９５、ＭＴ⁃１７２８ 细胞胞膜和胞内 αⅡｂ ／ β３ 表达情况

注：Ａ、Ｄ、Ｇ 为 ＤＡＰＩ 染色，Ｂ、Ｅ、Ｈ 为 ＣＤ４１ｂ⁃ＦＩＴＣ 标记，Ｃ、Ｆ、Ｉ 为 ＣＤ６１⁃ＰｅｒＣＰ 标记。

图 ５　 ＷＴ、ＭＴ⁃１４９５、ＭＴ⁃１７２８ 细胞免疫荧光染色
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３　 讨论

　 　 本研究收集到的患儿主要临床表现为瘀斑，常
规凝血检查和血小板计数结果均正常，而血小板膜

表面糖蛋白 ＧＰⅡｂ ／ ＧＰⅢａ 表达减少，根据诊断标

准，临床诊断为Ⅱ型 ＧＴ。 遗憾的是本次实验未收集

到患儿父母的血标本，因而不能判断出该患儿复合

杂合突变基因的来源。 为明确其分子发病机制，进
一步检测该患儿基因发现，该患儿 ＩＴＧＢ３ 存在 ２ 个

基因 突 变 位 点， 分 别 为 ＩＴＧＢ３ ｃ． １４９５ Ｔ ＞ Ｃ、
ｃ．１７２８ｄｅｌＣ。 经检 索 数 据 库 （ １０００ｇｅｎｅ 和 Ｅｘｏｍｅ
Ｖａｒｉａｎｔ Ｓｅｒｖｅｒ）、ＨＧＭＤ 和 ＰｕｂＭｅｄ 数据库排除多态

性，同时检索 ＧＴ 专业数据库并查阅相关文献［１７⁃１８］，
发现 ＩＴＧＢ３ ｃ．１４９５ Ｔ＞Ｃ、ｃ．１７２８ｄｅｌＣ 基因突变尚未

被报道，属于新突变。 ＩＴＧＢ３ ｃ．１４９５ Ｔ＞Ｃ 基因突变

位于第 １０ 外显子，为错义突变导致 β３ 蛋白亚基第

４９９ 号的半胱氨酸被精氨酸代替；ＩＴＧＢ３ ｃ．１７２８ ｄｅｌＣ
位于第 １１ 外显子上为移码突变，导致 β３ 蛋白亚基

第 ５７７ 号丝氨酸开始的氨基酸合成发生改变，并在

改 变 之 后 的 第 ９２ 个 氨 基 酸 终 止

（ｐ．Ｓｅｒ５７７ＰｒｏｆｓＴｅｒ９２）。 ＩＴＧＢ３ ｃ．１４９５ Ｔ＞Ｃ 突变对其

理化性质和二硫键结构影响大，ＩＴＧＢ３ ｃ．１７２８ ｄｅｌＣ
突变可能导致其后蛋白质多处的二硫键结构破坏和

Ｎ 段连接的天冬酰胺序列缺失以及磷酸酪氨酸残基

修饰缺失，从而影响该膜糖蛋白正常生物功能的发

挥。 为验证上述推测，本研究通过构建体外真核表

达系统来阐明这 ２ 个新突变可能的致病机制。 首

先，用 ＣＨＯ⁃Ｋ１ 细胞构建野生型和突变型的表达载

体。 利用这些表达载体观察 β３ 突变型的表达是否

正常。 结果显示细胞裂解液免疫印迹法在还原条件

下同时检测到 αⅡｂ 和 β３ 的一级结构的合成表达，
流式细胞术和荧光免疫显微镜检查提示 αⅡｂ 高级

结构有表达但 β３ 高级结构不表达。 推测 ＩＴＧＢ３
ｃ．１７２８ ｄｅｌ Ｃ 和 ＩＴＧＢ３ ｃ．１４９５ Ｔ＞Ｃ 突变可能并未影

响 β３ 蛋白亚基一级结构的形成，但却导致一级结

构的 β３ 不能经过正常的加工修饰形成 β３ 蛋白亚

基的高级结构，因而血小板膜糖蛋白 ＩＴＧＢ３ ｃ．１４９５
Ｔ＞Ｃ 和 ｃ．１７２８ ｄｅｌＣ 基因突变导致该患儿 ＧＴ 的发

生。 这种由基因突变所致的结构异常也提示该突变

不能形成正常的抗原表位，也就不能被抗体正常结

合识别。 同时，该突变的致病机制也可能是 αⅡｂβ３
复合物的折叠错误使其容易降解或者因未形成某些

关键空间构象而同时引起其他异常，比如正常转运

过程受阻而导致膜上 αⅡｂβ３ 复合物减少及血小板

功能异常。
尽管本次所研究突变位点相邻近基因位点突变

尚未发现报道，但有研究报道发生在 αⅡｂ ｃａｌｆ⁃１ 和

ｃａｌｆ⁃２ 区的部分突变以及发生在外显子 ２５ 上的缺

失 ／插入突变等导致的 αⅡｂβ３ 功能异常，从而引发

ＧＴ 的病例［２］。 报道显示尽管这些突变可能影响部

分氨基酸的编码以及部分氨基酸数量的异常，却并

没有影响到 αⅡｂ 和 β３ 蛋白亚基合成，也并没有影

响到 αⅡｂβ３ 复合物在细胞质中的形成，但影响其

在细胞膜中的表达，原因是形成的 αⅡｂβ３ 大部分

滞留在内质网。 有研究者同样发现有些基因变异导

致复合物能在细胞质内形成，但未必会准确转运至

细胞膜上发挥生理功能，原因可能为基因突变后所

编码的 αⅡｂ 亚基和或 β３ 亚基所形成的复合物

αⅡｂβ３复合物不能正确完成蛋白质翻译后修饰过

程，这阻碍它的成熟和细胞表达，从而导致其在内质

网中大量滞留或被降解。 此外，某个亚基的某些类

型的突变可能会对突变亚基和另外一个野生型亚基

的结合产生显性抑制效应，从而影响 αⅡｂβ３ 复合

物形成并正确转运至细胞膜上［１９］。
上述研究结果和我们的研究结果都在一定程度

揭示 ＧＴ 发病机制，但具体 αⅡｂ 和 β３ 蛋白修饰和

装配以及向细胞膜转运方面的机制并未阐明。 越来

越多的 αⅡｂβ３ 热点基因变异被证实是 ＧＴ 发病原

因，ＧＴ 患儿血小板 αⅡｂβ３ 基因变异的分子特点将

为研究血小板 αⅡｂβ３ 的蛋白结构和功能关系以及

相关信号分子和信号通路研究提供重要信息。 但这

些突变造成的蛋白亚基结构变化和明确的转运机制

障碍尚未明确。 同时，也需要进一步对 ＧＴ 基因层

面异常所导致的具体的蛋白合成与加工修饰以及相

应的信号通路的研究，这对于不断深化该疾病的认

识将很有帮助，新的治疗方法也或许将从中被发现

并使 ＧＴ 患儿受益。 体外构建真核表达系统也将为

αⅡｂβ３ 的基因突变和 αⅡｂ 和 β３ 蛋白亚基的结构

与功能之间内在关系的研究提供更多的方法和

模型。

４　 参考文献

［１］Ｂｅｎｎｅｔ ＪＳ． Ｔｈｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｂｉｏｌｏｇｙ ｏｆ ｐｌａｔｅｌｅｔ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ［Ｊ］ ．

Ｓｅｍｉｎ Ｈｅｍａｔｏｌ， １９９０， ２７（２）： １８６⁃２０４．

［２］Ｎｕｒｄｅｎ ＡＴ． Ｇｌａｎｚｍａｎｎ ｔｈｒｏｍｂａｓｔｈｅｎｉａ ［ Ｊ］ ． Ｏｒｐｈａｎｅｔ Ｊ Ｒａｒｅ Ｄｉｓ，

２００６， １：１０．

［３］Ｆｒｅｎｃｈ ＤＬ， Ｓｅｌｉｇｓｏｈｎ Ｕ． Ｐｌａｔｅｌｅｔ ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ Ⅱｂ ／ Ⅲａ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ ａｎｄ

Ｇｌａｎｚｍａｎｎ′ｓ ｔｈｒｏｍｂａｓｔｈｅｎｉａ ［ Ｊ］ ． Ａｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒ Ｔｈｒｏｍｂ Ｖａｓｃ Ｂｉｏｌ，

２０００， ２０（３）： ６０７⁃６１０．

·４８６· 临床检验杂志 ２０１９ 年 ９ 月第 ３７ 卷第 ９ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｌｉｎ Ｌａｂ Ｓｃｉ，Ｓｅｐ． ２０１９，Ｖｏｌ．３７，Ｎｏ．９



［４］Ａｒｉａｓ⁃ｓａｇａｄｏ ＥＧ， Ｂｕｔｔａ Ｎ， Ｇｏｎｚａｌｅｚ⁃Ｍａｎｃｈｏｎ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｍｐｅｔｉｔｉｏｎ

ｂｅｔｗｅｅｎ ｎｏｒｍａｌ ［６７４Ｃ］ ａｎｄ ｍｕｔａｎｔ ［６７４Ｒ］ ｓｕｂｕｎｉｔｓ： ｒｏｌｅ ｏｆ ｔｈｅ

ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｃｈａｐｅｒｏｎｅ ＢｉＰ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ ｏｆ ＧＰⅡｂ⁃Ⅲａ ｃｏｍｐｌｅｘｅｓ

［Ｊ］ ． Ｂｌｏｏｄ， ２００１， ９７（９）： ２６４０⁃２６４７．

［５］Ｂｕｒｙ Ｌ， Ｚｅｔｔｅｒｂｅｒｇ Ｅ， Ｌｅｉｎｏｅ Ｂ， ｅｔ ａｌ． Ａ ｎｏｖｅｌ ｖａｒｉａｎｔ Ｇｌａｎｚｍａｎｎ

ｔｈｒｏｍｂａｓｔｈｅｎｉａ ｄｕｅ ｔｏ ｃｏ⁃ｉｎｈｅｒｉｔａｎｃｅ ｏｆ ａ ｌｏｓｓ⁃ ａｎｄ ａ ｇａｉｎ⁃ｏｆ⁃ｆｕｎｃｔｉｏｎ

ｍｕｔａｔｉｏｎ ｏｆ ＩＴＧＢ３： ｅｖｉｄｅｎｃｅ ｏｆ ａ ｄｏｍｉｎａｎｔ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｇａｉｎ⁃ｏｆ⁃ｆｕｎｃｔｉｏｎ

ｍｕｔａｔｉｏｎｓ ［Ｊ］ ． Ｈａｅｍａｔｏｌｏｇｉｃａ， ２０１８， １０３（６）： ｅ２５９⁃ｅ２６３．

［６］Ｄａｌｙ ＭＥ， Ｄａｗｏｏｄ ＢＢ， Ｌｅｓｔｅｒ ＷＡ， ｅｔ ａｌ． Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｈａｒａｃ⁃

ｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｎｏｖｅｌ Ｐ２Ｙ １２ ｖａｒｉａｎｔ ｉｎ ａ ｐａｔｉｅｎｔ ｄｉａｇｎｏｓｅｄ ｗｉｔｈ ｔｙｐｅ １

ｖｏｎ Ｗｉｌｌｅｂｒａｎｄ ｄｉｓｅａｓｅ ｉｎ ｔｈｅ Ｅｕｒｏｐｅａｎ ＭＣＭＤＭ⁃１ＶＷＤ ｓｔｕｄｙ ［ Ｊ］ ．

Ｂｌｏｏｄ， ２００９， １１３（１７）： ４１１０⁃４１１３．

［７］ Ｋａｎｎａｎ Ｍ， Ａｈｍａｄ Ｆ， Ｙａｄａｖ ＢＫ， ｅｔ ａｌ． Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｄｅｆｅｃｔｓ ｉｎ

ＩＴＧＡ２Ｂ ａｎｄ ＩＴＧＢ３ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ Ｇｌａｎｚｍａｎｎ ｔｈｒｏｍｂａｓｔｈｅｎｉａ

［Ｊ］ ． Ｊ Ｔｈｒｏｍｂ Ｈａｅｍｏｓｔ， ２００９， ７（１１）： １８７８⁃１８８５．

［８］Ｎｅｌｓｏｎ ＥＪ， Ｎａｉｒ ＳＣ， Ｐｅｒｅｔｚ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｇｌａｎｚｍａｎｎ ｔｈｒｏｍ⁃

ｂａｓｔｈｅｎｉａ ｉｎ ｓｏｕｔｈｅｒｎ Ｉｎｄｉａ： １０ ｎｏｖｅｌ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ａｍｏｎｇ １５

ｕｎｒｅｌａｔｅｄ ｐａｔｉｅｎｔｓ ［ Ｊ ］ ． Ｊ Ｔｈｒｏｍｂ Ｈａｅｍｏｓｔ， ２００６， ４ （ ８ ）：

１７３０⁃１７３７．

［９］Ｎｕｒｄｅｎ ＡＴ， Ｆｉｏｒｅ Ｍ， Ｎｕｒｄｅｎ Ｐ， ｅｔ ａｌ． Ｇｌａｎｚｍａｎｎ ｔｈｒｏｍｂａｓｔｈｅｎｉａ：

ａ ｒｅｖｉｅｗ ｏｆ ＩＴＧＡ２Ｂ ａｎｄ ＩＴＧＢ３ ｄｅｆｅｃｔｓ ｗｉｔｈ ｅｍｐｈａｓｉｓ ｏｎ ｖａｒｉａｎｔｓ，

ｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃ ｖａｒｉａｂｉｌｉｔｙ， ａｎｄ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌｓ ［ Ｊ］ ． Ｂｌｏｏｄ， ２０１１， １１８

（２３）： ５９９６⁃６００５．

［１０］Ｒｅｉｃｈｅｒｔ Ｎ， Ｓｅｌｉｇｓｏｈｎ Ｕ， Ｒａｍｏｔ Ｂ． Ｃｌｉｎｉｃａｌ ａｎｄ ｇｅｎｅｔｉｃ ａｓｐｅｃｔｓ ｏｆ

Ｇｌａｎｚｍａｎｎ′ｓ ｔｈｒｏｍｂａｓｔｈｅｎｉａ ｉｎ Ｉｓｒａｅｌ： ｒｅｐｏｒｔ ｏｆ ２２ ｃａｓｅｓ ［ Ｊ］ ．

Ｔｈｒｏｍｂ Ｄｉａｔｈ Ｈａｅｍｏｒｒｈ， １９７５， ３４（３）： ８０６⁃８２０．

［１１］Ｔｏｏｇｅｈ Ｇ， Ｓｈａｒｉｆｉａｎ Ｒ， Ｌａｋ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ

ｓｙｍｐｔｏｍｓ ｉｎ ３８２ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ Ｇｌａｎｚｍａｎｎ ｔｈｒｏｍｂａｓｔｈｅｎｉａ ｉｎ Ｉｒａｎ

［Ｊ］ ． Ａｍ Ｊ Ｈｅｍａｔｏｌ， ２００４， ７７（２）： １９８⁃１９９．

［１２］Ｘｉｏｎｇ ＪＰ， Ｓｔｅｈｌｅ Ｔ， Ｚｈａｎｇ Ｒ， ｅｔ ａｌ． Ｃｒｙｓｔａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｔｒａ⁃

ｃｅｌｌｕｌａｒ ｓｅｇｍｅｎｔ ｏｆ ｉｎｔｅｇｒｉｎ α Ｖβ ｉｎ ｃｏｍｐｌｅｘ ｗｉｔｈ ａｎ Ａｒｇ⁃Ｇｌｙ⁃Ａｓｐ

ｌｉｇａｎｄ ［Ｊ］ ． Ｓｃｉｅｎｃｅ， ２００２， ２９６（５５６５）： １５１⁃１５５．

［１３］ Ｔａｏ Ｊ， Ａｒｉａｓ⁃Ｓａｌｇａｄｏ ＥＧ， Ｇｏｎｚａｌｅｚ⁃Ｍａｎｃｈｏｎ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ａ ｎｏｖｅｌ

（２８８ｄｅｌＣ） ｍｕｔａｔｉｏｎ ｉｎ ｅｘｏｎ ２ ｏｆ ＧＰⅡｂ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｙｐｅ Ⅰ

Ｇｌａｎｚｍａｎｎ′ｓ ｔｈｒｏｍｂａｓｔｈｅｎｉａ ［Ｊ］ ． Ｂｒ Ｊ Ｈａｅｍａｔｏｌ， ２０００， １１１（１）：

９６⁃１０３．

［１４］Ｒｏｓｅｎｂｅｒｇ Ｎ， Ｙａｔｕｖ Ｒ， Ｓｏｂｏｌｅｖ Ｖ， ｅｔ ａｌ． Ｍａｊｏｒ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｃａｌｆ⁃１

ａｎｄ ｃａｌｆ⁃２ ｄｏｍａｉｎｓ ｏｆ ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ Ⅱｂ ｉｎ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ Ｇｌａｎｚｍａｎｎ

ｔｈｒｏｍｂａｓｔｈｅｎｉａ ｅｎａｂｌｅ ＧＰⅡｂ ／ Ⅲａ ｃｏｍｐｌｅｘ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ， ｂｕｔ ｉｍｐａｉｒ

ｉｔｓ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ ｔｏ ｔｈｅ Ｇｏｌｇｉ ａｐｐａｒａｔｕｓ

［Ｊ］ ． Ｂｌｏｏｄ， ２００３， １０１（１２）： ４８０８⁃４８１５．

［１５］Ｒｏｓｅｎｂｅｒｇ Ｎ， Ｈａｕｓｃｈｎｅｒ Ｈ， Ｐｅｒｅｔｚ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ａ １３⁃ｂｐ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｉｎ α

（Ⅱｂ） ｇｅｎｅ ｉｓ ａ ｆｏｕｎｄｅｒ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｔｈａｔ ｐｒｅｄｏｍｉｎａｔｅｓ ｉｎ Ｐａｌｅｓｔｉｎｉａｎ⁃

Ａｒａｂ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ Ｇｌａｎｚｍａｎｎ ｔｈｒｏｍｂａｓｔｈｅｎｉａ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｔｈｒｏｍｂ Ｈａｅｍ⁃

ｏｓｔ， ２００５， ３（１２）： ２７６４⁃２７７２．

［１６］Ｐｉｌｌｏｉｓ Ｘ， Ｆｉｏｒｅ Ｍ， Ｈｅｉｌｉｇ Ｒ， ｅｔ ａｌ． Ａ ｎｏｖｅｌ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｏｎ

ｏｆ ｉｎｔｅｇｒｉｎ αⅡｂ ｉｎ Ｇｌａｎｚｍａｎｎ ｔｈｒｏｍｂａｓｔｈｅｎｉａ ｃｏｎｆｉｒｍｓ ｔｈａｔ ｔｈｅ Ｎ⁃

ｔｅｒｍｉｎａｌ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｐｌａｙｓ ａ ｒｏｌｅ ｉｎ ｍａｉｎｔａｉｎｉｎｇ β⁃

ｐｒｏｐｅｌｌｅｒ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ［Ｊ］ ． Ｐｌａｔｅｌｅｔｓ， ２０１３， ２４（１）： ７７⁃８０．

［１７］ Ｎｕｒｄｅｎ ＡＴ， Ｎｕｒｄｅｎ Ｐ． Ｃｏｎｇｅｎｉｔａｌ ｐｌａｔｅｌｅｔ ｄｉｓｏｒｄｅｒｓ ａｎｄ ｕｎｄｅｒ⁃

ｓｔａｎｄｉｎｇ ｏｆ ｐｌａｔｅｌｅｔ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ［ Ｊ］ ． Ｂｒ Ｊ Ｈａｅｍａｔｏｌ， ２０１４， １６５（２）：

１６５⁃１７８．

［１８］Ｐａｒｋ ＫＪ， Ｃｈｕｎｇ ＨＳ， Ｌｅｅ ＫＯ， ｅｔ ａｌ． Ｎｏｖｅｌ ａｎｄ ｒｅｃｕｒｒｅｎｔ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ

ｏｆ ＩＴＧＡ２Ｂ ａｎｄ ＩＴＧＢ３ ｇｅｎｅｓ ｉｎ Ｋｏｒｅａｎ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ Ｇｌａｎｚｍａｎｎ

ｔｈｒｏｍｂａｓｔｈｅｎｉａ ［ Ｊ ］ ． Ｐｅｄｉａｔｒ Ｂｌｏｏｄ Ｃａｎｃｅｒ， ２０１２， ５９ （ ２ ）：

３３５⁃３３８．

［１９］ Ｎｕｒｄｅｎ ＡＴ， Ｆｒｅｓｏｎ Ｋ， Ｓｅｌｉｇｓｏｈｎ Ｕ． Ｉｎｈｅｒｉｔｅｄ ｐｌａｔｅｌｅｔ ｄｉｓｏｒｄｅｒｓ

［Ｊ］ ． Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｉａ， ２０１２， １８ Ｓｕｐｐｌ ４： １５４⁃１６０．

（收稿日期：２０１９⁃０６⁃０３）
（本文编辑：王海燕）
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